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POLYPEPTIDE CHIMERIQUE COMPRENANT LE FRAGMENT B DE LA TOXINE SHIGA ET DES PEPTIDES 
D'lNTERET THERAPEUTIQUE. 

L'invention se rapporte a une sequence polypeptidi- 
que comprenant le fragment B de la toxine de Shiga ou un 
equivalent fonctionnel de celui-ci liee a i'extremite carboxy- 
terminale a un ou plusieurs polypeptides repondant a la for- 
mule B - X dans laquelle B represente le fragment B de la 
toxine de Shiga et X represente un ou plusieurs polypepti- 
des d'interet therapeutique. et son utilisation comme princi- 
pe actif d une composition therapeutique. 
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[.'invention a pour objet des moyens et leur utilisation pour le 
transport intracellular des proteines ou polypeptides ainsi que la 
presentation membranaire de certains epitopes. 

Le transport retrograde peut etre d6fini comme le cheminement 
5 des molecules de la membrane cellulaire vers le reticulum endoplasmique 
(RE), en passant le cas echeant par I'appareil de Golgi. Ce mecanisme a 
ete mis en evidence pour certaines classes de proteines du reticulum 
endoplasmique porteuses du tetrapeptide KDEL a leur extremite carboxy- 
terminale (ou HDEL dans la levure). Tant des Evidences biochimiques que 

10 morphologiques indiquent que ces prolines quittent le reticulum 
endoplasmique, atteignent I'appareil de Golgi dans lequel elles subissent 
des modifications dans leur chaine carbohydrate puis sont redirigees vers 
le reticulum endoplasmique. Le tetrapeptide KDEL est un signal de 
retention qui permet de pieger le peptide ou la proteine a laquelle il est 

15 attache dans le reticulum endoplasmique, ce piegeage ayant lieu par 
interaction a une proteine recepteur de ce motif KDEL decrit par Lewis M J. 
et al dans Nature, 348 (6297) : 162 : 3, 1990 November 8. 

D'autres Evidences sur Texistence d'un transport retrograde 
intracellulaire viennent de l'6tude de certaines toxines bacteriennes qui 

20 entrent dans le cytosol des cellules eucaryotes apres passage dans le 
reticulum endoplasmique (Pelham et al. (1992) Trends cell. Biol., 2 : 183- 
185). Un exemple particulierement etudie est celui de la toxine de Shiga de 
Shigella dysenteriae, ainsi que les toxines de type Shiga de E. coli. Ces 
toxines sont composees de deux chaines polypeptidiques, Tune (le 

25 fragment A) est le fragment toxique et porte une activite deadenylase qui 
inhibe la synthese proteique par action sur TARN ribosomal 28S, alors que 
Tautre sous-unite (fragment B) permet le couplage de la toxine sur sa cible 
(O'Brien et al (1992), Curr. Top. Microbiol. Immunol. 1SQ: 65-94). Des 
etudes en microscopie electronique ont montr6 que la toxine de Shiga peut 
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etre detectee dans le RE des cellules A 431, Vera, des cellules Daudi 
notamment (Sandvig et al f 1992 et 1994; KHINE, 1994). En outre, le 
traitement des cellules avec un metabolique fongique qui provoque la perte 
de la structure de Tappareil de Golgi (brefeldine A) protege les cellules 
5 contre la toxine de Shiga suggerant ainsi qu'elles traversent Tappareil de 
Golgi avant d'atteindre le RE. Kim et al (1996) ont enfin confirme que le 
fragment B de la toxine est localisee dans Pappareil de Golgi. 

L'etat des connaissances sur le transport retrograde, et 
notamment le transport du fragment B de la toxine Shiga dans le RE est 

10 donnee dans les references suivantes : Sandvig et al (1992) Nature 
358:510-512; Sandvig et al (1994) J. Cell. Biol 126:53-64; Kim et 
al.(1996) J. Cell. Biol 134 :1387-1399. 

Le transport intracellular est defini comme I'ensemble des 
echanges entre les differents compartiments cellulaires. 

15 Les auteurs de la presente demande ont observe que le 

fragment B etait achemine non seulement vers le RE, mais aussi dans le 
noyau de cellules des lignees hematopofetique notamment les cellules 
dendritiques et les macrophages. 

Les auteurs ont montre que ces cellules, incub6es en presence 

20 de deux micro-molaires du fragment B-gly-KDEL tel que d6crit ci-dessous 
pendant trois heures puis fixees presentaient une r6activite avec des 
anticorps specifiques contre la toxine dans le noyau et meme dans le 
nucleole de ces cellules (resultats non publies), ce qui indique bien 
Texistence d'un transport intracellulaire dudit fragment. 

25 La presente invention r6sulte des observations sur le transport 

intracellulaire du fragment B de la toxine de Shiga (le Fragment B) et utilise 
ses proprietes d'acheminement pour construire une sequence 
polypeptidique chimerique contenant : 

- soit un peptide ou polypeptide d'interet th6rapeutique H6 & ce 
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fragment ou tout equivalent fonctionnel de celui-ci. 

- soit une polynucleotide portent une sequence dont I'expression 
est recherch6e. Le couplage entre le fragment B et la sequence 
polynucleotidique est realisee par toute technique connue de Thomme du 
5 metier et notamment celle decrite par Allinquant B. et al dans Journal of 
Cell Biology, 1288 (5) : 919-27, (1995). 

Par equivalent fonctionnel, on entend toute sequence derivee du 
Fragment B par mutation, deletion ou addition, et presentant les memes 
proprietes d'acheminement que le Fragment B . 

10 De fa<jon elargie, un equivalent fonctionnel peut etre constitue 

par tout fragment presentant les proprietes de transport retrograde et 
meme de transport intracellulaire jusqu'au noyau que celles d6crites pour le 
Fragment B. A titre d'exernple, on peut citer le Fragment B de la verotoxine 
decrit dans Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 

15 States of America, 84 (13): 4364-8, 1987 July, ou le Fragment B de la 
ricine decrit par Lamb F.I. et al dans European Journal of Biochemistry, 
148 (2) : 265-70, (1995). Apr6s description des propri6t6s particulieres de 
transport de ces fragments, Thomme du metier saura choisir le fragment 
qui sera le meilleur candidat comme vecteur d'acheminement d'une 

20 sequence quelconque dans un compartiment cellulaire quelconque. 

La presente invention a pour objet des sequences 
polypeptidiques chim6riques, lesdites sequences comprenant au moins : le 
fragment B de la toxine de Shiga ou un Equivalent fonctionnel de celui-ci a 
laquelle est liee a I'extremite carboxy-terminale un ou plusieurs 

25 polypeptides X, repondant a la formule suivante : 
B - X, dans laquelle : 
- B repr6sente le fragment B d'une toxine comme celle de Shiga, dont la 
sequence est d6crite dans N. G. Seidah et al, (1986) J. Biol. Chem. 201 : 
13928-31, et dans Strockbine et al (1988) J. Bact. 170 : 1116-22, ou un 
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equivalent fonctionnel de celle-ci, ou de verotoxine ou de ricine (references 
supra). 

-.X represente un ou plusieurs polypeptides dont la longueur 
totale a comme limite sup6rieure celle de la compatibility avec un transport 
5 retrograde ou intracellular. 

La presente invention porte egalement sur des molecules 
chimeriques de structure 

B-X' 

dans lesquelles B a la meme signification que ci-dessus et X' 
10 represente une sequence nucleotidique codant une sequence peptidique X 
dont Texpression est recherchee, notamment un epitope d'antigene. 

Les molecules chimeriques de invention peuvent en outre 
comporter : 

a) des sites de modification, tels un site de N- glycosylation constitue 
15 d'environ 20 acides amines, des sites de phosphorylation ou toute 

sequence necessaire & une 6ventuelle maturation de la molecule. 

b) un signal de retention de type du tetrapeptide KDEL(Lys-Asp- 
Glu-Leu) qui, quand il est Ii6 3 rextr6mrt6 carboxy-terminale des proteines 
residentes du RE, entraine une retention apres la maturation des proteines 

20 par passage dans I'appareil de Golgi. Une synthase sur le role du signal de 
retention dans la maturation proteique est propos6e dans M. J. Lewis et al, 
(1992) Cell, ££L:353-64. 

De fa?on plus generate, les sequences polypeptidiques 
chimeriques pourront comprendre : 

25 - toute s6quence necessaire & la maturation de la proteine dans 

un systeme cellulaire adapts ; 

- toute sequence necessaire a la reconnaissance d'un type 
cellulaire donng par la molecule chimerique, penmettant ainsi une 
selectivity d'action et de penetration dans le cytoplasme de la cellule. 
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Le point commun a toutes les sequences de structure B - X ou 
B - X' chimeriques est qu'elles contiennent le fragment B, ou un equivalent 
fonctionnel de celui-ci. 

Les molecules chimeriques de invention permettent un 
5 acheminement des sequences X ou du produit d'expression de X' dans le 
RE. Quand X est lie au Fragment B f le transport retrograde passe 
egalement par I'appareil de Golgi et probablement par les endosomes. En 
outre, dans certaines conditions, les molecules de I'invention peuvent subir 
une maturation conduisant a une presentation membranaire de certains 
10 epitopes contenus dans la sequence polypeptidique chim6rique. 

Par maturation, on entend tout processus qui, a partir d'un 
polypeptide donne, conduit a I'emergence de peptides qui, eux-memes, 
pourront etre presentes dans un compartiment cellulaire y compris le 
cytoplasme. La maturation peut etre effectuee, soit par coupure 
15 enzymatique dans le reticulum endoplasmique, soit par transport dans le 
cytoplasme dans lequel le polypeptide subit un clivage puis les peptides 
ainsi obtenus sont transportes a nouveau dans le reticulum 
endoplasmique. 

Les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite de 
20 classe I (CMH cl I) peuvent se charger des molecules polypeptidiques 
d'interet X ou X 1 apres un tel clivage et etre presentees sur les membranes 
cellulaires. 

Quand la molecule chimerique de I'invention consiste en un 
couplage d'un fragment B de son Equivalent avec une molecule 
25 polynucleoditique ou un vecteur d'expression comportant une sequence 
dont I'expression est recherch6e, le polypeptide ainsi synthetise, apres 
transcription dans le noyau puis traduction dans le cytoplasme, pourra 
subir les memes 6tapes de clivage, maturation et transport intracellular 
que ce qui est decrit ci-dessus pour une sequence chim6rique 
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polypeptidique. 

Des molecules polypeptidiques chimeriques conformes a 
I'invention peuvent constituer un principe actif dans une composition 
therapeutique pour Timmunotherapie par un mecanisme qui se rapproche 
5 des processus biologiques quant a la presentation antigenique appropriee 
au developpement de la reaction immune. Le fragment X repr^sente alors 
un ou plusieurs epitopes dont la presentation membranaire est recherchee 
a la surface des cellules. La taille du fragment X est Iimit6e uniquement par 
la capacite de transit intracellulaire des molecules chimeriques concernees. 
1 0 Cette approche peut etre envisagee tant pour une immunotherapie 

anti-infectieuse ou anti-cancereuse que pour constituer un leurre 
antig6nique dans certaines maladies auto-immunes. 

Tout type d'antigenes presentes par des CMH cl I est un bon 
candidat pour selectionner des epitopes simples ou chimeriques qui font 
15 partie des constructions de Tinvention. A titre d'exemple nous citerons : 

g) E pi to p es humains de riv es de prolines de ce l lule s d e 
m el an ome ; 

- BAGE issu de la Tyrosinase (Boel, P. et al (1995), Immunity 2, 

20 167-75); 

- GAGE issu de la gp75 (Van den Eynde, B. et al (1995), J. Exp. 
Med. 1£2, 689-98) ; 

- Tyrosinase (Brichard V. et al (1993), J. Exp. Med. 12S. 489-95) 

- p15 issu de la Melan A/MART- 1 (Coulie P.G. et al (1994), 
25 J. Exp. Med. 180. 35-42 ; Kawakami Y. et al. (1994), J. Exp. Med. ISO, 

347-52) ; 

- MAGE-1 et -3 issus de la p-catenine (De Plaen E. et al (1994), 
Immunogenetics 4Q, 369-9 ; Traversari C et al (1992), J. Exp. Med. 176 . 
1453-7). 
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Epitopes humains derives de prolin es de virus impliques 
dans le developpement du cancer : 

- Peptides derives des proteines E6 et E7 du HPV 16 (Feltkamp 
M.C. et al (1993), Eur. J. Immunol. 22, 2242-9 ; Davis H.L. et al (1995), Hum 

5 Gene Ther 6_, 1447-56) ; 

- Peptides derives de la proteine Hbs du HBV (Rehermann B. et 
al (1995), J. Exp. Med. 1M. 1047-58) ; 

- Peptides derives des proteines du EBV (Murray R.J. et al 
(1992), J. Exp. Med. JZfi. 157-68) ; 

10 - Peptide derive du cytomegalovirus 

c^ Epitopes humains derives d'oncogenes : 

- p21ras (Peace D.J. (1993), J. Immumnother 14, 110-4 ; 
Ciemik, I.F. et al (1995) Hybridoma 14. 139-42) ; 

- p53 (Gnjatic S. (1995), Eur. J. Immunol. 25, 1638^12) 

15 dj Epitopes presentant UP interet pour |£s maladies 

autoimmunes : 

Ces epitopes peuvent etre choisis parmi ceux decrits par Chiez 
R.M. et al (1994) dans Immunol. Today 15. 155-60. 

e) Epitopes presentant un interet daps |e contexts d.e§ maladies 
20 infectieuses : 

A titre d'exemple de tels epitopes, on peut citer ceux decrits par 
Furukawa K. et al (1994) dans J. Clin. Invest. 94. 1830-9. 

Dans les constructions de I'invention, X ou le produit 
d'expression de X* peut egalement representor une sequence 
25 polypeptidique permettant la restauration d'une fonction du transport 
intracellulaire perturfoee par quelque cause que ce soit. A titre d'exemple, 
une molecule biologique peut etre piegee dans le RE du fait d'une 
modification par mutation, deletion ou addition d'une sequence, ayant pour 
effet de bloquer la maturation ou le transit de cette molecule. C'est le cas, 
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par exemple, du mutant CFTR (A F508) dont la liaison d une molecule 
chaperonne, telle la calnexine, est modifiee de telle maniere que son 
relargage est empech6 ou retarde, empechant ainsi le transit intracellulaire. 
Cette mutation est la cause de la mucoviscidose. L'introduction dans le 
5 reticulum endoplasmique d'une replique non mutee pourrait permettre de 
deplacer les chaTne N-glycosylees de la glycoproteine CFTR (A F508) du 
site d'interaction avec la calnexine, ayant pour effet de permettre a 
nouveau le transport Je la proteine jusqu'a la membrane plasmique, et un 
fonctionnement normal des cellules epitheliales du poumon. 

10 L'invention porte egalement sur des constructions d'acides 

nucleiques , et en particulier d'ADN ou d'ADNc comprenant une sequence 
de nucleotides codant pour la proteine chimerique dont la structure et ses 
differentes variantes sont definies ci-dessus. Plus particulierement, 
invention porte sur des vecteurs d r expression ou plasmides porteurs des 

15 constructions ci-dessus et susceptible de les exprimer dans des cultures 
bacteriennes. A titre d'exemple, le vecteur d'expression peut etre le 
plasmide pSU108 decrit dans G. F. Su et al, (1992) Infect. Immun., 
S£L:3345-59. 

Plus particulierement, Tinvention porte sur des construction 
20 comprenant : 

- la sequence codant pour le fragment B t 

- une sequence codant pour un ou plusieurs polypeptides dont 
Texpression est recherch6e. II peut s'agir d^pitopes dont Texpression 
membranaire est recherchee a la surface des cellules ; il peut s'agir 

25 egalement de polypeptides permettant la retention des proteines dans 
I'appareil de Golgi ; il peut s'agir enfin de polypeptides permettant de 
restaurer un fonctionnement perturb^ du transport intracellulaire. 

La construction pourra en outre comporter, toute sequence 
d'acide nucleique codant pour un polypeptide dont la presence permet un 
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transport intracellulaire correct dans les cellules destinees a etre traitees 
par les molecules de I'invention. II pourra s'agir en particulier : 

- d'une sequence codant pour un signal de N-glycosylation, 

- d'une sequence codant pour le signal de retention KDEL 

5 La construction polynucleotidique de I'invention est sous le 

controle d'un promoteur, de preference un promoteur fort permettant un 
taux d'expression correct dans les bacteries dans lesquelles il a ete 
transfecte. 

L'invention a egalement pour objet des bacteries transferees 
10 comprenant ces constructions, et susceptibles de produire les proteines ou 
polypeptides chimeriques de I'invention. 

Les cellules hotes traitees par les molecules de I'invention font 
egalement partie de Tinvention ; elles peuvent etre tout type de cellules et 
notamment : 

15 -celles qui peuvent etre traitees ex vivo comme les cellules du 

systeme immunitaire actives dans le declenchement de I'immunite 
cellulaire, telles les cellules dendritiques, les macrophages, ou les 
lymphocytes B ; 

- celles qui peuvent etre traitees in situ comme les cellules 
20 epitheliales utilisables dans la restauration de fonctions alterees soit par un 

deficit genetique, soit par une perturbation m6tabolique ; 
- des cellules canc6reuses. 

De maniere generate, Les molecules chim6riques de I'invention 
penmettent d'approcher une methode therapeutique nouvelle qui 
25 s'affranchit des problemes lies aux vecteurs viraux ou r6troviraux 
habituellement utilises pour integrer et faire exprimer des molecules 
exogenes dans des cellules animales. La methode therapeutique, telle 
qu'elle d6coule des molecules de I'invention, consiste a traiter directement 
les cellules d'un patient, soit ex vivo, soit par application directe de type 
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stereotaxique des sequences polypeptidiques chimeriques, ou enfin par les 
methodes dassiques de traitement mucosal, comme les aerosols. 

L'invention porte sur Tutilisation des polypeptides chimeriques 
ou des sequences polynucleotidiques codant pour les polypeptides de 
5 l'invention dans la fabrication de compositions therapeutiques, dans 
laquelle des polypeptides particuliers sont exprim6s au niveau des 
membranes des cellules cibles. Ces polypeptides sont de fa<jon 
avantageuse des epitopes contre lesquels le d^veloppement d'une 
reaction immunologique est recherchee qui sont alors presentees a la 

10 surface des cellules du systeme immunrtaire, notamment des cellules 
dendritiques, des macrophages ou des lymphocytes B. Le fragment B de la 
toxine de Shiga agit comme un vecteur d'epitope permettant de 
programmer des cellules presentatrices d'antigenes. 

La presente invention porte sur une methode d'immunotherapie, 

15 consistant a augmenter Timmunite cellulaire suite a une presence d'un 
antigene indesirable dans un organisme, ladite methode consistant a faire 
exprimer par les cellules clefs de rimmunite cellulaire, comme les cellules 
dendritiques et les macrophages, des Epitopes particuliers. La methode de 
traitement selon Tinvention vise a declencher Timmunit6 £ mediation 

20 cellulaire et humorale en chargeant les molecules du CMH cl I ou cl II avec 
les epitopes d'interet, apres restriction dans les cellules cibles. Cela conduit 
a une activation des cellules T cytotoxiques a rencontre de Tantigene dont 
Telimination est recherchee. 

Les Epitopes pr6sentes grace aux constructions de Tinvention 

25 sont issus d'antigenes viraux, parasitaires, bact6riens, ou de toute cellule, 
organite, ou micro-organisme dont Telimination est recherchee, comme 
peuvent Tetre des cellules canc§reuses ou infect6es. Les Epitopes 
peuvent egalement etre des leurres permettant aux mo!6cules du « soi » 
reconnues comme des antigdnes strangers dans des maladies auto- 
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immunes d'etre remplacees par les 6pitopes de rinvention, entrainant ainsi 
a un ralentissement ou a la diminution de la reaction immunitaire. 

Des exemples de ces epitopes sont cites ci-dessus a Poccasion 
de la description des sequences polypeptidiques chimeriques. 

5 [.'invention porte egalement sur I'utilisation des molecules 

chimeriques de rinvention dans la fabrication de compositions 
therapeutiques. dans laquelle les polypeptides particuliers que Ton 
souhaite exprimer pemnettent la restauration du transit intracellular d'une 
proteine dont la structure alteree conduit a son piegeage dans le RE et a 

10 un deficit d'expression. C'est le cas des proteines d'expression 
membranaire qui subissent une maturation intracellulaire, incluant des 
glycosylates, sulfations, repliements (folding) etc. 

Un exemple particulier est celui du mutant CFTR (A F508) dont 
I'attachement a une molecule chaperonne comme la calnexine est modifie 

15 suite a une modification de la proteine ; ce qui conduit a un ptegeage de la 
molecule, cause de la mucoviscidose, et qui se traduit par une insuffisance 
generate des secretions exocrines, notamment au niveau du pancreas et 
des poumons. 

La pr6sente invention porte sur une methode de traitement 
20 therapeutique de maladies dont Torigine est un d6faut de s6cr6tion de 
proteines ; la methode consiste a administrer directement les polypeptides 
chimeriques ou a administrer dans les cellules des patients Information 
genetique sous forme de plasmides porteurs de sequences exogenes 
codant pour un peptide ou polypeptide qui permettra la restauration de la 
25 fonction cellulaire deficiente. 

Cette restauration peut resulter soit de la supplementation de la 
fonction deficiente par le polypeptide X, soit d'une competition entre la 
proteine mutee et le polypeptide synthetise a partir de la sequence 
exogene pour la liaison avec une molecule ou un r6cepteur sp6cifique de 
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la machinerie cellulaire. Un exemple particulier est le traitement du mutant 
precite, cause de la mucovisctdose, par administration d'un vecteur porteur 
d'une sequence codant pour le site d'attachement de la proteine CFTR 
avec sa molecule chaperonne, ou par administration directe du polypeptide 
5 chim^rique. 

Les constaictions de Pinvention mettent a la disposition de la 
communaute de la sant6 humaine ou animate un moyen therapeutique 
nouveau pour traiter les maladies ayant pour cause un deficit du transit 
intracellular, ou pour augmenter ou induire une presentation 
10 membranaire d'une molecule, d'un polypeptide ou d'un epitope d'interet. 

D'autres propriety de I'invention apparaTtront a la lumiere des 
exemples qui suivent. 

I - Construction d'un polynucleotide chimerique 
recombinant et production du polypeptide correspondant. 
15 I - 1) Construction du plasmide. 

L'epitope X choisi est ('epitope MAGE, present dans les cellules 
cancereuses de patients atteints de melanome. Le plasmide utilise est le 
plasmide pSU108 decrit dans Su et ai., 1992, Infect. Immun. £Q:33-45. 
3359. 

20 Les amorces PCR utilises sont les suivantes : 

S'-ACTAGCTCTGAAAAGGATGAACTTTGAGAATTCTGACTCAGAATAGCTC-S' 

5-CTTTTCAGAGCTAGTAGAATTAGGATGATAGCGGCCGCTACGAAAA 

ATAACTTCGC-3' 

Ces amorces sont utilises avec des amorces sp6cifiques du 
25 vecteur ShigaAtpE (5') 

S'-CACTACTACGTTTTAAC-S' 
5 , -CGGCGCAACTATCGG-3\ 

afin de produire des fragments qui ont 6t6 clones au niveau des 
sites de restriction Sphl et Sail du plasmide SU108. 
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Des fragments adaptateurs contenant le site de glycosylation et 
la sequence KDEL, compost des oligonucleotides sulfate 1 : ((5' 
phosphorylated; 5•-GGCCGCCATCCTAATTCTACTTCT.3 , ) et sulfate 2 (5'- 
CTCAGAAGTAGAATTAGGATGGC-3') ou de sulfate 3 (5'- 
5 GAGTCTGAAAAAGATGAACTTTGATGAG-3') ont ete ligatures pendant la 
nuit a 16°C. 

Les fragments resultants ont ete clones dans les sites de 
restriction de pSU108 Notl et EcoRI et contenant le cDNA codant pour B- 
Glyc-KDEL. 

10 I - 2) Purification de prolines 

La purification des fragments recombinants est faite egalement 
selon la technique d6crite dans Su et al, 1991, cite plus haut. Brievement, 
des cellules de E. coli contenant des plasmides d'expression recombinants 
obtenus a partir de pSU108 sont mis en cultures toute la nuit a 30°C. La 

15 culture a ensuite ete diluee 5 fois dans du LB supplements avec 50 mg/ml 
d'ampicilline a 50°C. Apres incubation pendant 4 heures a 42°C, les 
cellules sont lavSes largement dans 10 mM Tris/HCI, pH 8, incubees 
pendant 10 min. dans 10 mM Tris/HCI f pH8; 25% de sucrose, 1 mM EDTA, 
et finalement resuspendu rapidement dans un melange eau-glace 

20 contenant 1 mM de PMSF et un melange d'inhibiteur de prot6ase 
(leupeptine, chymostatine, pepstatine, antipaine, et aprotinine). La derniere 
etape conduit £ la rupture du periplasme. Apres clarification, le sumageant 
est charge sur une colonne QFF (Pharmacia) et 6lu6 par un gradient 
lineaire de NaCI dans 20 mM Tris/HCI, pH 7.5. Selon la construction, le 

25 fragment B est elue entre 120 mM et 400 mM. Les fractions contenant le 
fragment B sont ensuite dialysees contre 20 mM de Tris/HCI, pH 7.5, et 
rechargees sur une colonne monoQ (Pharmacia) et 6lu6es de la m§me 
fagon que prec6demment. Les prot6ines resultantes, estimees & un degre 
de puret6 de 95% par gel d^lectrophorese en polyacrylamide-SDS, sont 
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ensuite stockees a -80°C jusqu'a utilisation. 

I - 3) Induction d'une rgppnse CTL in vitro, 
Des cellules dendritiques (CD) sont mises en culture suivant des 
protocoles preetablis (Romani et al. fl 1994). En bref, des PBMC sont 
5 remises en suspension dans le milieu d'lscove et incubees pendant 2 h a 
37°C dans des boites a 6 puits. Les cellules qui n'ont pas adhere sont 
enlevees et les cellules restantes sont incubees £ 37°C en presence de 
GM-CSF (800 U/ml) et d'IL-4 (500 U/ml). Apres 5 jours de culture, IL-1a et 
IFN-y respectivement a une concentration de 50 U/ml et 150 u/ml, sont 

10 ajoutes et I'incubation est poursuivie a 30°C pendant 24 h. Les cellules 
dendritiques sont ensuite remises en suspension dans le milieu d'lscove en 
presence de concentrations croissantes de fragment B coupte £ I'^prtope 
MAGE et en presence de la p2-rnicroglobuline humaine & 3 |jg/ml t ceci afin 
d'^meliorer la capacity des cellules a la presentation des Epitopes 

15 membranaires: Ce melange est incube 3 30°C pendant 4 h.. Des CD qui ont 
internalise le fragment B coupl6 & cet epitope sont irradiees a 5000 rad, 
assemblies par centrifugation, remises en suspension, et milangees a des 
lymphocytes CD8* (prepares a partir des PBMC). Ces CD puls6es avec 
un antigene et les CD8* sont ensuite gard6es en co-culture en presence 

20 d'IL-7 a 5 ng/ml. 

Apres 10 jours, les lymphocytes CD8* repondeurs sont 
restimules par des CD irradiees fraTchement prepares, qui ont 6t6 elles 
aussi incubees en presence de concentrations croissantes de fragment B 
couple a ce meme Epitope. La co-culture de CD et de lymphocytes CD8* 

25 repondeurs est poursuivie en presence d'IL-2 et d'IL-7 £ 10 U/ml et 5 ng/ml, 
respectivement. Ce protocole de restimulation est repete 3 fois. 

Pour mesurer I'induction d'une reponse de CTL, les lymphocytes 
CD8* repondeurs pre-stimules comme d6crit ci-dessus sont incubes en 
presence de cellules cancereuses ou de cellules infectees par un virus. 
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Ces cellules qui expriment Tepitope choisi ont ete marquees avec du Na 2 
51 Cr0 4 puis mises en contact avec les CD8* r6pondeurs pendant 5 h 
(Bakker et al M 1994). La radioactivite Iiber6e dans le milieu est ensuite 
determinee t permettant de quantifier Tactivite cytotoxique des lymphocytes 
5 CD8 + repondeurs pre-stimules. 
R e s ulta ts 

II - Presentation de I'antigene MAGE I par des cellules Pena- 
EBV et dendritiques pulsees par un fragment B de la toxine Shiga 
porteur de cet antigene. 
10 II - 1) Etude morphQiogique du transport intracellular d'un 

fragment B porteur de reoitope MAGE-1. 

Nous avons montre qu'il est possible de fusionner une sequence 
peptidique a Textremite carboxy-terminale du fragment B de la toxine Shiga 
tout en preservant le routage intracellular de cette proteine vers le 

15 reticulum endoplasmique (RE). Cette demonstration a ete effectu6e en 
construisant des polypeptides chimeriques comprenant le fragment B, le 
site de N-glycosylation et le signal de retention KDEL. A titre de t6moin, le 
signal de retention KDELGL a ete utilise qui est la version inactive du 
peptide KDEL, Misendock et Rothman, 1995, J. Cell. Biol, 122: 309-319. 

20 Par des etudes morphologiques et biochimiques. il a 6te montre que le 
fragment B modifie et transports de la membrane plasmide via des 
endosomes et Tappareil de Golgi vers le reticulum endoplasmique. Ce 
transport est inhibe par le BFA (BrefeldineA metabolite fongique) et 
diminue par le nocodazole (agent depolym6risant des microtubules). 

25 Ces experiences montrent clairement que le routage 

intracellular de la proteine de fusion vers le reticulum endoplasmique est 
preserve. Pour evaluer le potentiel du fragment B en tant que vecteur 
d'epitope pour la vaccination anti-tumorale in vitro, repitope MAGE-1 a 6t6 
rajoute au fragment B-Glyc-KDEL dans les conditions exp6rimentales 
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decrites plus haut La nouvelle proteine a ete nommee B-MAGE-Glyc- 
KDEL. La proteine B-MAGE-Glyc-KDEL a ete couplee au fluorophore 
DTAF afin de pouvoir suivre son transport intracellulaire par microscopie 
confocale. Apres son intemalisation, cette proteine est detectable au 
5 niveau de Tappareil de Golgi ainsi qu'au niveau du RE des cellules HeLa, 
des cellules Pena-EBV (lignee de lymphocytes B immortalisees a I'aide du 
virus d'Epstein-Barr). Ces resultats confirment les observations originates 
concemant le transport intracellulaire d'un fragment B modifie a son 
extremite carboxy-terminale (decrit plus haut) et permettent d'affirmer que 
10 certaines cellules presentatrices de la lignee hematopoietiques sont 
capable d'intemaliser le fragment B et de transporter la proteine jusqu^u 
RE. 

Nous allons maintenant preciser ces etudes en mesurant la N- 
glycosylation de la proteine B-MAGE-Glyc-KDEL. La N-glycosylation est 
15 une modification qui se fait specifiquement au niveau du RE, et nous avons 
montre precedemment qu'un fragment B porteur d*un site de 
reconnaissance pour la N-glycosylation est en fait glycosyle si elle est 
transportee jusqu'au RE. 

II - 2) Etude de la presentation de I'antigene MAGE-1 par des 
20 cellules Pena-EBV et dendritiques puls6es par la proline B-MAGE-Glyc- 
KP EL 

Afin d'evaluer la capacity du fragment d'agir en tant que vecteur 
d'epitope, nous nous sommes servi d'un clone de lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL 82/30) reconnaissant specifiquement I'epitope MAGE-1 
25 associe au CMH de classe I de cellules presentatrices du haplotype HLA- 
A1. Ces CTL sont gardees en presence de cellules Pena-EBV ou 
dendritiques pulsees avec la proteine B-MAGE-Glyc-KDEL. Si repitope 
MAGE-1 est presente par des cellules presentatrices, les CTL seront 
activ6es et s6creteront le Interferon y (IFNy). qui est ensuite dos6. 
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La quantite d'lNFy secr6t6e est proportionnelle a ramplitude de 
la stimulation des CTL par des cellules presentatrices. 

Des cellules presentatrices (Pena-EBV et dendritiques), 20000 
cellules par micropuits a fonds ronds) ont 6t6 soit fixees 1 h avec du PBS- 
5 paragromaldehyde 4%, soit non fix6es. Elles ont ensuite ete lavees 2 fois 
avec de I'OptiMEM avant d'etre incubees pour 15 h avec des dilutions de la 
proteine B-MAGE-Glyc-KDEL. La proteine a ete testee 3 4 dilutions, en 
commen^ant a une concentration de 10 pM final, et diluant de 5 en 5 dans 
du milieu OptiMEM (milieu sans serum). Apres 15 h, les plaques ont 6te 
10 lavees 2 fois par centrifugation a basse vitesse. Les CTL (CTL 82/30) ont 
ete rajoutees a raison de 5000 CTL par puits dans 100 p< de milieu de 
culture (ID-HS-AAG + 25 U/ml d1L2). Comme controle positif, des CTL 
82/30 ont et6 gard6es en presence de la lignee G43 (lignee de 
lymphocytes B transferees par un plasmide d'expression de MAGE-1). 
15 Apres 24 h dlncubation, les sumageants ont ete r^coltes pour doser la 
quantite d'IFNy produit 

Les resultats obtenus sont representes dans le Tableau I. 



Tableau I 



Type de cellules 


Concentration de B-MAGE-Glyc-KDEL 


10 mm 


2 pM 


0.4 uM 


0.08 uM 


Dendritiques 
Pena-EBV 












fixees 


446±293 


821 + 64 


661 ±_18 


312 ± 181 


non fixees 


1557+ 404 


1315 + 91 


1231 ±150 


1174 ±478 












fixees 


70 ±47 


68 + 48 


23 ±32 


4±5 


non fixees 


1966+415 


1960 +.206 


1544 ±42 


853 ± 1 16 



20 

Les resultats sont representes par unite d'IFNy produit dans 
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chaque conditions (moyenne ±_ 6cart type; n = 3). 

Nous constatons que les cellules dendritiques et les cellules 
Pena-EBV pulsees avec la proteine B-MAGE-Glyc-KDEL sont bien 
reconnues par les CTL, meme a de faibles concentrations de la proteine. 
5 Par centre, les cellules dendritiques et les cellules Pena-EBV, qui ont £te 
fixees prealablement, ne sont pas reconnues. II semble done qu'il y ait eu 
endocytose et processing de la proteine B-MAGE-Glyc-KDEL. Ces 
r6sultats encourageants seront maintenant etayes par des experiences de 
vaccination in vitro. 

10 III - Test d'activite anti-tumorale et/ou antivirale in vivo ch z 

la souris. 

Les cellules dendritiques de souris sont pr6par6es et marquees 
avec un antigene derive des proteines P21RAS, P53 ou EP2/NER pour 
tester Tactivite anti-tumorale ou de HBV, EBV ou HPV pour tester Tactivite 
15 antivirale. Cette preparation de cellules dendritiques est effectu£e selon le 
protocole pr6sente en I- 4) ci-dessus. 

Ces cellules dendritique sont ensuite introduces chez la souris. 

L'effet antiviral ou anti-tumoral est observe par traitement 
ulterieur de ces souris ainsi greffees par des cellules tumorales ou des 
20 virus exprimant cet antigene. 

Conclusion 

Les sequences polypeptidiques ou les sequence 
polynudeotidiques de invention peuvent ainsi avantageusement constituer 
un principe actif d'une composition pharmaceutique destin6e S traiter 
25 certains cancers ou certaines infections virales ou bacteriennes, £ partir du 
moment ou un epitope particulier dudit virus ou de ladtte cellule cancereuse 
aura ete integree dans la sequence nuc!6otidique recombinante, 
conduisant a une synthese d'un polypeptide chim6rique susceptible d^tre 
restreint par le CMH classe 1 et d'etre exprime en surface membranaire 
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des cellules du systeme immunitaire. 

IV :- Restauration du transport intracellulaire de la protein 
mutee CFTR (AF508) a I'aide du fragment B de la toxine de Shiga. 

La proteine CFTR (cystis fibrosis transmembrane regulator) est 
5 un canal chlore de la membrane plasmique. Chez la grande majorite des 
patients atteints de mucoviscidose, le gene CFTR porte des mutations. La 
mutation (AF508), la plus fr6quente observ6e, affecte le routage 
intracellulaire de la proteine CFTR. En effet, la proteine mutee 
CFTR(AF508). qui est fonctionnelle en ce qui conceme son activity canal 

10 ionique, reste bloquee au niveau du teticulum endoplasmique, au lieu 
d'etre transportee jusqu'a la membrane plasmique. Nous avons introduit 
dans le reticulum endoplasmique a I'aide du fragment B de la toxine de 
Shiga, un domaine de la proteine CFTR connu pour etre le domaine 
d'interaction avec la proteine calnexine ("chaperonne" du RE). Ce domaine 

15 sera fusionne a I'extremite carboxy-terminale du fragment B. Nous avons 
teste que cette proteine chimerique permet de d6placer les chaines N- 
glycosylees de la glycoproteine CFTR (AF508) du site d'interaction avec la 
calnexine, ce qui a pour effet que la proteine CFTR (AF508) n'est plus 
retenue dans le reticulum endoplasmique et peut etre transportee jusqu'& 

20 la membrane plasmique et fonctionner alors normalement. 

Dans un premier temps, nous avons constant une proteine 
chimerique compos6e du fragment B et du domaine d'interaction d6riv6 de 
la proteine CFTR. Un signal de recyclage (le peptide KDEL) a ete ajoute a 
I'extremite carboxy-terminale de cette proteine afin d'augmenter sa 

25 retention dans le reticulum endoplasmique. II a 6t6 tout d'abord v6rifi6 que 
la nouvelle proteine 6tait elle aussi transportee dans le reticulum 
endoplasmique des cellules cibles. La mobilisation de CFTR (AF508) a ete 
etudiee dans des cellules d'une lignee stable de cellules LLCPK1 
transfectees par I'ADNc de CFTR (AF508). Cette lignee a 6te 6tablie par 
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Mile. M. A. Costa de Beauregard et M. D. Louvard (Institut Curie, Paris, 
CNRS UMR 144). La proline CFTR (AF508) qui est exprirnee dans ces 
cellules a ete de plus dotee d'un epitope tag. II est done possible de 
detecter par immunofluorescence ramv§e de la prot6ine CFTR (AF508) au 
5 sein de la membrane plasmique. En Pabsence de trartement, la membrane 
plasmique des cellules LLCPK1 de la lignee est d6pourvue de marquage 
specifique de CFTR (AF508) au sein de la membrane plasmique. Si les 
resultats de ces experiences pilotes sont prometteurs. nous nous 
efforcerons de developper cette approche dans une optique de therapie de 
10 la mucoviscidose. 

Conclusion 

Uexperience decrite ci-dessus montre que le polypeptide 
synthetique dans lequel X est constitue du domaine d'interaction entre le 
proteine CFTR et la calnexine peuvent avantageusement constituer le 
15 principe actif d f une composition therapeutique destine a trailer la 
mucoviscidose. En effet, la competition entre le domaine d'interaction mute 
existant chez le mutant et le fragment du polypeptide synth§tique pour 
Interaction avec la calnexine peut permettre de restaurer la secretion au 
niveau des branches de la proteine mutee. 
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REVENPICATIONS 



1 - Sequence chimerique comprenant le fragment B de la toxine 
de Shiga ou un equivalent fonctionnel de celui-ci Ii6e avec un ou plusieurs 

5 polypeptides repondant a la formule B - X, dans laquelle B represente le 
fragment B, X represente un ou plusieurs polypeptides dont la longueur 
totale a comme limite superieure celle de la compatibility avec un transport 
retrograde. 

2 - Sequence selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle 
10 comprend en outre : 

- un site de glycosylation, ou 

- un signal de retention dans le reticulum endoplasmique, ou 

- un site de sulfatation, ou 

- un melange de ceux-ci. 

15 3 - Sequence chimerique comprenant le fragment B de la toxine 

de Shiga ou un equivalent fonctionnel de celui-ci Ii6e avec un ou plusieurs 
polynucleotides X 1 porteurs d*une sequence codant pour un polypeptide X 
dont I'expression est recherch6e. 

4 - Sequence selon Tune des revendications 1 a 3 caract6ris6e 
20 en ce que X est un epitope susceptible d'etre presente par le complexe 

majeur d'histocompatibilit6 de classe I. 

5 - Sequence selon la revendication 4 caract6ris6e en ce que X 
est un epitope issu d'un polypeptide ou d'une proteine dont I'expression £ 
la surface de cellules du systeme immunitaire est recherch6e et 

25 notamment dans le groupe form6 de proteines de cellules cancereuses, de 
proteines de virus, d'oncogenes. 

6 - Sequence selon la revendication 5 caracterisee en ce que X 
est un epitope MAGE sp6cifique de cellules de melanome. 
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7 - Sequence selon la revendication 5 caracterisee en ce que X 
est un polypeptide susceptible de restaurer ou d'activer une fonction du 
transport retrograde dans ia cellule pemnettant Texpression d'une proteine 
a la surface des cellules . 
5 8 - Sequence selon la revendication 7 caracterisee en ce que X 

est le domaine d'interaction entre la proteine CFTR et une molecule 
chaperonne. 

9 - Utilisation d'une sequence selon Tune des revendications 1 & 
8 pour la presentation antigenique d^pitopes sur des cellules du systeme 

10 immunitaire. 

10 - Utilisation selon la revendication 9 caracterisee en ce que 
les cellules sont des cellules dendritiques ou des macrophages. 

11 - Utilisation selon la revendication 9 ou 10 caracterisee en ce 
que les epitopes sont issus d'antigenes viraux, "parasitaires ou bacteriens, 

15 ou derives de proteines specifiques de cellules cancereuses, derives 
d'oncogenes ou derives de proteines de virus cancerogenes. 

12 - Utilisation d'une sequence selon Tune des revendications 1 
a 3 comme principe actif pour la restauration du transit intracellulaire de 
proteines mutees dans leur site d'attachement d une molecule chaperonne. 

20 13 - Utilisation selon la revendication 12 dans laquelle la 

proteine mutee est la proteine CFTR responsable de la mucoviscidose. 

14 - Composition a vis6e th6rapeutique f caracterisee en ce 

qu'elle comprend comme principe actif une sequence selon Tune des 

revendications 1 & 8. 
25 15 - Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce 

que la sequence est une sequence polypeptidique selon la revendication 1. 

16 - Utilisation d'une sequence selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 8 a la fabrication d'un medicament pemnettant de 

restaurer des deficits du transport intracellulaire. 
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17 - Utilisation d'une sequence selon Tune quelconque- des 
revendications 1 a 8 pour la fabrication d'un medicament permettarit de 
stimuler les defenses immunitaires de Porganisme vis-&-vis defections 
virales, parasitaires, bacteriennes, ou d'antigenes canc6reuses. 
5 18 - Utilisation d'une sequence selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 8 pour la fabrication d'un medicament permettant de 
diminuer ou supprimer des reactions immunitaires dans les maladies auto- 
immunes. 
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